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論文内容要旨
 多くの生理活性ペプチドは,カルボキシル末端(C末端)がアミド化されており,この構造は
 生理活性の発現に必須である。これらのペプチドはC末端にグリシンを持つペプチド前駆体か
 ら合成されるが,この反応はC末端水酸化グリシン体を中間体とする二段階反応で,ペプチジ
 ルグリシンモノオキシゲナーゼ(以下PGM)とべプチジルアミドグリコレートリアーゼがそれ
 ぞれの反応を触媒する。PGMは銅イオン,アスコルビン酸,酸素の存在下でC末端グリシン残
 基の水酸化を触媒するが,アミド化反応を律速する非常に重要な酵素であるにも関わらず,その
 活性中心の構造等に関してこれまで全く不明であった。本研究では,PGMの活性部位解明のた
 め,多くの銅含有蛋白質で銅イオンの結合部位として報告されているヒスチジン(His)残基に
 焦点を絞って,ラットPGMの欠失変異体および部位特異的変異体を作製し,活性に必須なHis
 残基を明らかにした。
 1)これまでに決定されたラット,ヒト,ウシ,カエルの4種のPGMのアミノ酸配列を比較
 したところ,4種聞で10個のHis残基(ラットの配列で107,108,172,235,242,244,279,
 364,366,367番目)が完全に保存されていた。そのうち8個が3つのクラスター(His1田一His1G召
 Met'oり,His踊一(X)5-His2建一Thr2鋸一His2",His35'一Gly-His既His脚)を形成しており,PGMの活性発
 現に関与している可能性が考えられた。
 II)まず,Hisクラスターの重要性を明らかにするため以下の実験を行った。
 (1)N末端から1番目のHisクラスターを欠いた変異体酵素PGM(△90-112),2番目と3番目
 のHisクラスターを欠いた変異体酵素PGM(△234-463),3番目のHisクラスターを欠いた変
 異体酵素PGM(△366-370)をコードする発現ベクターを作製した。
 (2)作製した発現ベクターをCOS-7細胞に導入して発現させ,酵素活性を測定したところ,変
 異体PGM(△366-370)は野性型酵素と同様に活性を示すのに対し,PGM(△90-112)とPGM
 (△234-463)は活性を全く示さなかった。
 以上より3番目のHisクラスターは酵素活性に必須ではなく,1番目と2番目のHisクラスター
 が活性に必須であることが示された。
 皿)次に,His'クラスター中のどのHis残基が活性に必須なのか,またクラスター外のHis残
 基(His172,His279)が活性に必要なのかを明らかにするため,以下の実験を行った。
 (1)4種のPGM間で完全に保存された10個のHis残基をそれぞれアラニン(Ala)に変換した
 部位特異変異体PGMをコードする発現ベクターを作製した。
 (2)作製した変異体発現ベクターをCOS-7細胞に導入して発現させた。変異体PGMの産生を,
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 抗うットPGMモノクロナル抗体を用いてウエスタンプロットで調べたところ,His242をAla
 に変換した変異体以外は野性型酵素とほぼ同量の蛋白の産生が認められた。
 (3)蛋白が産生されなかったHis242変異体に関して,Cys,Leu,Argに変換した変異体発現ベ
 クターを新たに作製し発現させたところ,いずれの変異体も野性型酵素とほぼ同量の蛋白の産生
 が得られた。
 (4)得られた部位特異的変異体酵素の活性を調べたところ,Hislo7,Hislo8,His172,His242,
 His244の変異体が酵素活性を全く示さなかった。他の変異体は野性型酵素と同等の活性を示し
 た。
 (5)さらに,活性を失った変異体の基質アフィニティークロマトグラフィーを行った結果,His
 107→Ala,His108→Aia,His172→Ala,His244→Ala変異体は野性型酵素と同等の基質結合能
 を保持していた。His242変異体では,His242→Argが野性型酵素と比較してやや弱いながら基
 質結合能を保持していた。
 以上の結果より,PGMに含まれる種間で保存された10個のHis残基の内Hislo7,Hislo8,
 His172,His242,His244の5っのHis残基がPGMの酵素活性の発現に必須であることが初め
 て明らかとなった。これら5っのHis残基は,PGMの銅イオンの結合部位として酵素活性発現
 に関与していると考えられた。また,PGMと同様銅イオン,アスコルビン酸,酸素を必要とす
 るモノオキシゲナーゼであるドーパミンβ水酸化酵素(DBH)でも,これら5っに対応するHis
 残基は保存されていることから,DBHでもこれら5っの田s残基が酵素活性に必須であること
 が考えられた。
 今回得られた知見は,PGMのみならずDBHなど多くの生体にとって重要な酵素の反応機構,
 調節機構の解明に新しい展開をもたらすと考えられる。また,医学的に有用なアミド化ペプチド
 を大量生産するため,安定でより高い酵素活性を有するPGMの人工設計への道を開くものと期
 待される。
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 審査結果の要旨
 多くの生理活性ペプチドは,カルボキシル末端(C末端)がアミド化されており,この構造は
 これらペプチドの生理活性の発現に必須である。これらC末端アミド化ペプチドはC末端にグ
 リシンを持つペプチド前駆体から合成されるが,この反応はC末端水酸化グリシン体を中間体
 とする二段階反応であり,ペプチジルグリシンモノオキシゲナーゼ(PGM)とべプチジルァミ
 ドグリコレートリアーゼ(PGL)がそれぞれの反応を触媒する。PGMは第一の反応(C末端ア
 ミド化の律速反応であるC末端グリシンの水酸化)を触媒する重要な酵素であるにも関わらず,
 これまでこの酵素の活性部位に関する研究は全く行われていなかった。
 本研究で著者は,分泌型のラットPGMの欠失変異体と部位特異的変異体を用いて,PGMの
 活性発現に必須なアミノ酸残基を同定した。これまでに分離されたラット,ヒト,ウシ,カエル
 のcDNAより決定されたアミノ酸配列を比較したところ,10個のヒスチジン残基が完全に保存
 され,そのうち8個が3っのクラスター(His」D7-His】田一Met】凹,His篤一(X)6-His2皿一Thr2雄
 一His2甥,His謝一Gly-His説一His謝)を形成しており,PGMの活性発現に関与している可能性
 が考えられた。酵素活性の測定,部位特異変異体PGMの発現,部位特異的変異体の酵素活性,
 活性を失った変異体の基質結合能などの検討により,Hislo7,Hislo8,His172,His242,
 His244の5っのHis残基がPGMの活性発現に必須と考えられた・このうちHislo7,Hislo8,
 His242,His244はN末端から1番目と2番目のHisクラスター中に存在するHis残基であるの
 に対し,His172は1番目と2番目のHisクラスター間に単独で存在するHis残基であった。
 Hislo7,Hislo8,His172,His242,His244変異体は基質結合能を保持しているにも関わらず全
 く活性を示さないことから,これら5っのHis残基はPGMの基質結合よりも銅イオンの結合部
 位として酵素活性発現に関与していると考えられた。また,PGMと同様銅イオン,アスコルビ
 ン酸,酸素を必要とするドーパミンβ水酸化酵素(DBH)との間で,今回その重要性が明らか
 となった5っのヒスチジン残基は完全に保存されていた。
 以上,本研究によりPGMの活性発現に必須なヒ界チジン残基が初めて同定された。これらヒ
 スチジン残基はPGMの活性部位の形成に必須であり,酵素の基質結合よりも銅イオンの配列に
 関与すると考えられた。今回得られた知見は,PGMのみならず同じタイプのモノオキシゲナー
 ゼに属するDBHなど多くの生体にとって重要な酵素の反応機構,調節機構の解明に新しい展開
 をもたらしたものである。従って,本論文は博士論文に値するのみならず,その学術的意義は極
 めて大である。
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